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A cristalização da lisozima sobre a superfície de grade de cobre revestida com 
filme fino de carbono bacteriano(GC) para microscopia de transmissão foi analisada por 
microscopia de força atômica (MFA) e microscopia eletrônica de transmissão (MET). A 
lisozima é uma proteína globular, que atua como enzima antibacteriana, hidrolisando 
uma porção da parede celular de algumas bactérias, sendo assim conhecida como um 
antibiótico natural. A solução da lisozima  foi depositada por diferentes métodos sobre a 
superfície de GC. Além da deposição da solução de lisozima, foram também utilizadas 
nano partículas (NP) de ouro como nucleantes. Os cristais formados com e sem NP de 
Au e em diferentes concentrações, foram analisados por MET e por MFA. As imagens 
topográficas de MFA não mostram diretamente as NP de Au, devido a irregularidade da 
superfície da GC, comprometendo o uso do MFA nesta análise. A análise de 
Espalhamento Dinâmico de Luz (EDL) da solução de lisozima mostra aglomerados com 
dimensões comparáveis com unidades protéicas, sugerindo que não ocorre cristalização 
antes da deposição na GC. A análise das imagens de difração de elétrons obtidas por 
MET sugerem que houve formação de cristais de lisozima com parâmetros de rede 
a=3,1nm, b= 5,25nm e c= 8,9 nm. O maior número de cristais tanto na forma 
monocristalina, quanto policristalina ocorreu nos filmes preparados com NP de Au e 
com baixas concentrações (10 M) de proteína e menores tempo de incubação. 
Palavras-chave: cristalização proteína, lisozima, microscopia eletrônica de 













Lysozyme crystal were prepare on Transmission Electronic Microscope (TEM) 
Carbon coated grids (CG). Lysozyme is a globular protein that acts as an enzyme 
hydrolyzing the wall of bacterium, being known as natural antibiotic. The lysozyme 
solution was deposited on CG by different methods.  In addition to the deposition of 
lysozyme itself, gold nano particles (NP) were also used as nucleant. TEM and Atomic 
Force Microscopy (AFM) were used to search the formation of crystals. Topographic 
AFM images cannot show direct evidences of Au NP due to the large irregularity of CG 
surface, jeopardizing the advantage of AFM. DLS analysis of lysozyme solution shows 
particles with size compared to the protein unit dimensions, suggesting that 
crystallization occurs after protein being deposited on CG. TEM images and diffraction 
patterns suggest the formation of orthorhombic lysozyme crystals with lattice 
parameters of a=3.1 nm , b=5.25nm and c=8.9nm. The largest number of crystal, either 
single or polycrystalline were found for the samples prepared with Au NP and at low 
lysozyme concentration 10 M with the shortest incubation time (5 s). 
Keywords: crystallization, protein, lysozyme, Transmission Electronic Microscope, 
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Biomateriais e nanotecnologia [1] são áreas que andam juntas no 
desenvolvimento de sensores específicos e na compreensão da adesão de proteínas em 
superfícies sólidas. Proteína, palavra derivada do grego cujo significado é “de primeira 
importância” é composta de diferentes aminoácidos podendo exercer diferentes funções.   
A identificação de monocristais de proteínas aderidos a superfícies sólidas tem 
dois  aspectos importantes: o primeiro é a possibilidade de investigação da cristalização 
de proteínas pouco solúveis além da eventual economia de tempo no processo de 
cristalização, o segundo é o desenvolvimento de novos materiais e sensores utilizando 
as características específicas de determinados processos de adesão e cristalização[1]. A 
lisozima é uma proteína bastante investigada nos aspectos de adesão em superfícies 
sólidas e cristalização [2]. Tratando-se de enzima antibacteriana que hidrolisa uma 
porção da parede celular de algumas bactérias[3], é facilmente disponível e, 
relativamente simples de cristalizar[3,4]. Proteínas usadas como enzimas são 
especializadas na catálise de reações biológicas, como é o caso da lisozima, que pode 
ser usada nos mecanismos de defesa contras bactérias, atuando na ruptura das paredes 
celulares das mesmas, assim como na produção de derivados de leite agindo como 
bactericida. Esta proteína enzimática é importante na busca de solução na indústria de 
alimentos e na produção de medicamentos. As técnicas de Microscopia Eletrônica de 
Transmissão (MET), Microscopia de Força Atômica (MFA) e Espalhamento Dinâmico 
de Luz (EDL) foram as técnicas básicas utilizadas na caracterização de aspectos 
nanométricos neste trabalho e serviram para o estabelecimento de rotinas de produção e 
caracterização de nano e micro cristais de proteína. 
A cristalização das macromoléculas de proteínas, normalmente, é difícil e 
demorada, mas é fundamental para a determinação de suas funções e estrutura [5,6]. O 
crescimento desses cristais possibilita a descoberta dos mecanismos moleculares para 
utilização em diagnósticos e tratamento de doenças [5].  
A nucleação e crescimento de nano e microcristais, usando o método de filmes 
finos [6,7], possibilita a utilização de pequenas quantidades de proteína, maior 
velocidade de investigação da cristalização e o uso de proteínas pouco solúveis. Neste 
processo as técnicas microscópicas de MET são ferramentas essenciais para a análise de 
formação de sólidos cristalinos [8] e o MFA é utilizado na investigação dos cristais de 
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proteína e de outros materiais aderidos à superfície [7], fornecendo informações sobre a 
topografia de superfície em três dimensões e o acompanhamento das mudanças 
conformacionais destas biomoléculas [9].  
Neste trabalho descrevemos a primeira tentativa de estabelecimento de um 
método de formação e caracterização de poucas camadas de proteína aderidas sobre 
Grade de cobre revestida com filme fino de carbono bacteriano (GC), buscando a 





















1.1 OBJETIVO GERAL 
Preparar e investigar a formação de monocristais de lisozima depositada sobre Grade de 
cobre revestida com filme fino de carbono bacteriano(GC), incluindo também o uso de 
nano partículas de ouro. 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Estabelecer um protocolo para a cristalização rápida da lisozima sobre GC; 
 Analisar se as NP de Au agem como nucleante na cristalização; 
 Buscar a formação e identificar cristais de lisozima utilizando  as técnicas de 
MFA e o MET; 
 Avaliar e comparar qual o método mais eficaz no preparo de camada fina de 























2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
Tratando-se de uma dissertação que envolve métodos de diferentes áreas do 
conhecimento, esta revisão aborda as idéias gerais da tecnologia correlata, seguida de 
conceitos essenciais envolvendo proteínas, cristalização e interações em superfícies 
sólidas. As técnicas de microscopia de força atômica e de espalhamento de luz são 
descritas brevemente. A Microscopia Eletrônica de Transmissão, sendo essencial na 
caracterização dos monocristais, é tratada com mais detalhes, especialmente nos 
aspectos da difração de elétrons.   
 
2.1. Nanobiotecnologia 
 A nanotecnologia trata de manipular estruturas em nanoescala, e quando envolve 
materiais biológicos torna-se especialmente complexa por demandar conhecimentos 
específicos de métodos e de técnicas de diversas áreas do conhecimento.  
Atualmente novos materiais e nanoestruturas podem ser criados de forma 
controlada através de métodos físicos e químicos precisos. Pode-se obter assim as 
propriedades desejadas através da manipulação intencional de suas moléculas, 
macromoléculas e átomos [10]. 
  Nanopartículas de ouro têm sido usadas para a montagem em nanoescala de 
cristais de proteínas [11], sendo suas dimensões fundamentais para o sucesso em cada 
tipo de aplicação [12,13]. A figura 2.2 mostra imagens de microscopia de força atômica 
e de  microscopia eletrônica de transmissão de nanopartículas de ouro sintetizadas na 
superfície de micélio fúngico da GC. 
 O método mais comum de preparo de NP de Au é o conhecido como rota 
química. No entanto, a rota física, como a técnica de ablação a laser, que foi utilizada na 
preparação das NP de Au deste trabalho apresenta algumas vantagens [12]. A técnica de 
ablação por laser consiste em um laser pulsado e um conjunto óptico para focalização 
do feixe de luz em uma placa de metal imersa em água destilada, não gerando assim 
outros resíduos. A formação de nanopartículas resulta da nucleação durante o 
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coalescência como esquematizado na figura 1.1 . [12] Este foi o método adotado pelo 





Figura 2.1. Método de Ablação(evaporação do metal) a Laser - Esquemático. [12] 
 
 
Figura 2.2. Imagem de microscopia de força atômica de nanopartículas de ouro 
sintetizadas na superfície de micélio fúngico(a-b)baixa resolução(a); b alta resolução(b);  
 imagem de microscopia eletrônica de transmissão (c) padrão de difração(d).[13] 
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As imagens da figura 2.2 mostram em A e B o aspecto das NP de Au obtidas no  
MFA, em C o aspecto de NP de Au no MET e em D a imagem de difração das NP de 
Au, mostrando o caráter policristalino destas. 
Desenvolvimentos recentes feitos com o uso de materiais biológicos de arranjo 
molecular, tem auxiliado o estudo de interações entre superfície-proteína, possibilitando 
a fabricação de materiais em nanoescala [1]. 
A funcionalização de superfícies sólidas, cobrindo-as com monocamadas de 
moléculas orgânicas, é fundamental para o desenvolvimento de sensores, dispositivos 
moleculares eletrônicos e na montagem de estruturas supramoleculares [14]. 
 
2.2 Proteínas 
 Proteínas são macromoléculas ou polímeros orgânicos, formados por 
aminoácidos que participam dos processos celulares. Cada aminoácido consiste de um 
átomo de carbono (chamado de carbono α) ligado a um grupo carboxila (COO
-
) (α 
carboxila) e um grupo amino (NH3 
+
) (α amino), estes aminoácidos ligam-se através das 
conhecidas ligações peptídicas[15]. O grupo α amino de um aminoácido liga 
quimicamente com o grupo α carboxila de um segundo aminoácido, como mostrado na 
Fig.3 [15]. 
 
Figura 2.3. O grupo carboxila de um aminoácido é ligado ao grupo amino de um 
segundo aminoácido por uma ligação peptídica  [15]. 
 
 Toda a variedade de proteínas existentes, deve-se a combinações de 20 tipos de 
aminoácidos. Alterando-se um aminoácido na cadeia polipeptídica modifica-se as 
características e a estrutura da proteína.  As combinações entre os aminoácidos são 
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determinadas pelo código genético estabelecendo o papel biológico das proteínas [16].  
 As proteínas podem se organizar em diferentes formas tridimensionais 
determinadas pela sequência de seus aminoácidos e resultantes das interações entre 
estes, existindo quatro níveis de estrutura como mostrado na figura 2.4 estrutura 
primária, secundária, terciária e quaternária [15, 17]. 
1) Estrutura primária: é formada por uma longa sequência de aminoácidos unidos 
por meio das ligações peptídicas. 
2) Estrutura secundária: É dada pelo arranjo espacial de aminoácidos próximos 
entre si na sequência primária da proteína, ocorre graças à possibilidade de 
rotação das ligações entre os carbonos alfa dos aminoácidos e os seus grupos 
amina e carboxila. Os tipos mais comuns de estrutura secundária são a hélice α, 
onde pontes de hidrogênio formam, entre CO e NH, grupos de ligações 
peptídicas, separados por quatro resíduos de aminoácidos e folha β. Em uma 
folha β, pontes de hidrogênio conectam as duas partes de uma cadeia 
polipeptídica lado a lado. 
3) Estrutura terciária: Resulta do enrolamento da cadeia polipeptídica como 
resultado das interações entre as cadeias laterais de aminoácidos que se 
encontram em diferentes regiões da seqüência primária. 
4) Estrutura quaternária: consiste na interação entre diferentes cadeias 




Figura 2.4. Níveis de organização das proteínas [18] 
 
 
Os substratos ligam-se a uma região específica da proteína (enzima), 
denominada sítio ativo, a maioria das enzimas apresentam grande especificidade nos 
substratos que se ligam [19, 17]. 
 A produção de cristais de proteínas é um processo muitas vezes demorado, 
complicado e dependente de fatores diferentes, mas fundamental para a obtenção da 
estrutura atômica detalhada dessas macromoléculas biológicas e para a compreensão de 





2.3. LISOZIMA  
 
A lisozima é uma proteína globular que foi descoberta em 1922 por Alexander 
Fleming, sendo encontrada em quase toda a vida animal e vegetal [3]. É uma enzima 
antibacteriana que hidrolisa uma porção da parede celular de algumas bactérias [3,17], 
sendo conhecida como um antibiótico natural do organismo. Encontra-se em secreções 
como as lágrimas, a saliva e a mucosa nasal e ainda na clara do ovo, sendo muito 
utilizada na indústria para controle de bactérias lácteas e no vinho [20]. 
 A estrutura primária da lisozima é formada por uma cadeia polipeptídica de 129 
aminoácidos, contendo 4 pares de cisteínas ( aminoácido hidrofóbico),  ligados a uma 
ponte dissulfídica unindo pontos distantes  da estrutura primária da proteína. A 
constituição da cadeia da lisozima é do tipo não linear, encontrando-se “dobras” ao 
longo da cadeia [20]. 
Lisozima é uma proteína relativamente pequena e estável que pode ser 
facilmente isolada em grandes quantidades [4]. É facilmente disponível e, relativamente 
simples de cristalizar e tem sido amplamente estudada com o auxílio de microscopia de 
força atômica para identificação de aspectos como dimensões, morfologia e 
mecanismos de crescimento de cristais [3]. 
 
Figura 2.5.  Lisozima com vários componentes do sítio ativo mostrado em cores.[15] 
 
  A Lisozima é uma enzima que catalisa a redução de cadeias de polissacarídeos 
nas paredes celulares de bactérias, fazendo que ocorra a ruptura da parede celular e a 
célula bacteriana estoure. Na figura 2.5, podemos ver indicados por setas, os sítios 
ativos, isto é, os locais onde as enzimas se unem ao substrato [4,15] . A medida que o 
substrato e a lisozima se unem, ela induz um movimento de resíduos de aminoácidos 
podendo fechar-se sobre ele (mecanismo chave-fechadura). Depois que a reação ocorre 
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a enzima pode se desligar do substrato como evidenciado na figura 2. 6,  podendo então 






Figura 2.6. A reação catalisada pela lisozima. A enzima lisozima (indicado como E) 
catalisa a redução de uma cadeia de polissacarídeo, que é seu substrato (S). A primeira 
enzima se liga à cadeia para formar uma complexo enzima-substrato (ES) e, em 
seguida, catalisa a quebra do substrato. [4]. 
 
2.4 Cristalização de Proteína 
 
Quando as unidades características de um material se organizam periodicamente, 
formando uma estrutura específica ocorre a cristalização [21].  
A nucleação e a cristalização de proteínas depende do comportamento de cada 
unidade protéica e do meio onde ocorre a cristalização, consistindo de processo 
complexo em conseqüência das inúmeras configurações possíveis nas proteínas. Um 
método que funciona com uma determinada proteína pode ser ineficaz para outra. O 
processo usual para conseguir-se a cristalização de uma proteína é o método da tentativa 
e erro [22]. Cada proteína necessita de condições específicas que são difíceis de  
determinar e por isso a cristalização de proteínas, em geral, ainda é considerada mais 
arte do que ciência [6]. 
A partir do crescimento de cristais de proteínas, pode-se determinar suas 
estruturas tridimensionais em resolução atômica, por meio de métodos de difração, o 
que nos fornece a base necessária para entendermos melhor as relações estrutura-função 
da proteína [6]. A partir da análise cristalográfica dos materiais, muitas de suas 
propriedades podem ser entendidas, possibilitando prever-se funções específicas e até 
mesmo de projetar novas estruturas com propriedades alteradas [22]. 
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Os cristais de macromoléculas biológicas são frágeis e apresentam um grande 
conteúdo de solvente. Cristais de macromoléculas biológicas são mantidos por ligações 
fracas, podendo assim sofrer modificações quando não mantidos em um ambiente 
adequado[23]. A nucleação e crescimento de nano e microcristais em substratos sólidos, 
possibilita a utilização de pequenas quantidades de proteína, maior velocidade de 
investigação da cristalização e o uso de proteínas pouco solúveis [7]. Esse método tem 
sido utilizado com sucesso em ao menos quatro proteínas diferentes: o citocroma de 
coelho, citocroma bovino, quinase humana e citocromo bovino recombinante [6]. A 
figura 2. 7 mostra o aspecto de um nanofilme de citocromo, que é uma proteína de 
membrana [6]. 
 
Figura 2.7. Aspecto nanofilme de citocromos, uma proteína de membrana 
relacionada com a biossíntese de esteróides, determinados por microscopia de força 
atômica.[6]  
 
A estabilidade e características funcionais das proteínas dependem do pH e da 
força iônica. Cristais de macromoléculas biológicas devem ser crescidos a partir de 
soluções aquosas complexas [24].  
Quando a solução está supersaturada, isto é, a concentração de soluto é superior 
a sua solubilidade, as moléculas de soluto começam a fundir-se em agregados de 
dimensões suficientes para atingir o equilíbrio termodinâmico [3,22].  
Existem dois tipos diferentes de nucleação: (1) a nucleação homogênea, que 
ocorre quando os núcleos são formados no seio da solução,  e (2) a nucleação 
heterogênea, quando os núcleos formam-se preferencialmente em substratos que 
funcionam como centro de nucleação e do crescimento [22]. As condições para se 
atingir a nucleação são algumas vezes difíceis de se repetir, e desta forma os 
procedimentos de semeação com um material cristalino pré-formado se faz necessário 
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[24]. O uso de nanopartículas em substratos são objeto de crescente investigação pela 
grande importância para construção de sensores e em aplicações biomédicas [25]. Os 
aglomerados formados pelas proteínas são estáveis somente quando chegam a uma 
dimensão crítica. Aglomerados menores tendem a dissolver quando o tamanho crítico é 
atingido. O cristal começa a crescer espontaneamente se a solução estiver em estado de 
supersaturação. Vários aspectos em relação à cristalização vem sendo estudados na 
busca de nucleantes adequados  que diminuam a energia de nucleação. Dentre eles as 
nanopartículas de ouro que foram testadas como nucleantes com dois tipos de proteínas 
de modelo muito diferentes, a Hen-lisozima e a ferritina. Concluiu-se que 
nanopartículas de ouro são nucleantes eficazes para a cristalização dessas proteínas[26]. 
Após a etapa de nucleação, para que ocorra o crescimento do cristal, a superfície deste 
deve ser capaz de  capturar as unidades de crescimento que chegam da solução e, 
posteriormente, integrá-los na rede cristalina [3]. A figura 2.8 nos mostra a forma de 
vários cristais de uma proteína, a GroEL, sob o microscópio de luz. A velocidade da 
cristalização aumenta com a supersaturação e a nucleação requer um estado de 
supersaturação maior do que aquele da fase de crescimento. Desta forma a nucleação e 
o crescimento deveriam ser desacoplados, o que quase nunca é realizado 
conscientemente.  
Uma macromolécula biológica pode cessar seu crescimento cristalino devido aos 
seguintes fatores não triviais: defeitos de crescimento, contaminação das faces, ou 
envelhecimento da macromolécula [24]. 
Até agora, tem sido difícil encontrar a chave para cada 
proteína existente usando um procedimento geral para cristalização. Cada proteína 
necessita das suas próprias condições específicas, que são muitas vezes de difícil 
determinação. Portanto, esta nova abordagem baseada no controle do estágio de 
formação de nano estruturas foi introduzida, 
com potenciais aplicações nas ciências da vida e da indústria farmacêutica[7]. 
A estrutura de um cristal de lisozima tetragonal tem 8 moléculas, 
uma célula unitária tetragonal, grupo espacial P43212 os parâmetros da célula 
unitária são (a= 79,1 Å  , c=37,9 Å ) [27], enquanto a lisozima ortorrômbica tem o 
grupo espacial P212121 e os parâmetros da célula unitária (a=31 Å   , b= 52,5 Å   e        




Figura 2.8. cristais (A) GroEL, obtidos por método LB (Langmuir–Blodgett) sob o 
microscópio de luz (dimensões dos cristais são cerca de 200 m × 200 m), (B) da 
agulha GroEL microcristais, obtidas por LB método  sob o microscópio de luz (cristais 
de dimensões são cerca de 100 m  × 10 m); microcristais (C) um da agulha montado 
no cryoloop, corresponde a 50 m); cristais (D) GroEL obtido pelo método clássico gota 
de suspensa (dimensões cristais são cerca 50 m  × 5 m) [7]. 
 
2.5. Interação Proteína Superfície Sólida. 
 A compreensão da adsorção de proteínas é necessária para controlar 
a interação entre as proteínas e os sólidos, o que é de fundamental importância no 
armazenamento de droga, biocompatibilidade de materiais usados em implantes 
médicos, processamento de alimentos e na construção de biossensores [2]. 
A funcionalização de superfícies sólidas, cobrindo-as com monocamadas de 
moléculas orgânicas, tem possibilitado uma revolução nas técnicas de desenvolvimento 
de sensores moleculares, e na estrutura de montagem de estruturas supramoleculares 
[14]. Quando uma proteína encontra uma superfície sólida podem ocorrer mudanças 
conformacionais. Assim a capacidade de adaptar e controlar interações específicas 
proteína-superfície possibilita novas alternativas em tecnologias de bio-nano-montagem 
de materiais [1].  
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As interações superfície-proteína são dependentes das propriedades individuais 
do sistema, como dos potenciais eletrostáticos na superfície da proteína produzindo 
melhores interações com proteínas e superfícies [1]. 
A lisozima é uma proteína com massa molecular de 14kDa
1
, ponto isoelétrico 
em pH 11,1 com superfície positivamente carregada muito estudada nos processos de 
adsorção[2]. 
 O comportamento da cobertura da superfície pode depender, do modo que a 
proteína foi introduzida no sistema, da natureza individual da proteína e do tipo de 
superfície envolvida, o que pode levar a diferentes mudanças conformacionais da 
superfície[1]. O micro posicionamento das proteínas na superfície com maior precisão e 
flexibilidade pode possibilitar a fabricação de nanoestruturas em substratos, conseguida 
através automontagem molecular em superfícies [14]. 
McPherson introduziu a idéia de que a nucleação para cristalização de proteínas 
pode ser controlada usando-se substratos minerais como nucleantes, pois, podem 
diminuir a barreira de energia para a nucleação [22].  
A Lisozima, quando exposta  diretamente à superfície da mica muscovita, em 
quantidades suficiente, começa a formar clusters, posteriormente adsorve uma 
monocamada completa, e eventualmente começa formar multicamadas de proteína 
adsorvida que sofrem mudanças conformacionais auxiliando na formação de 
multicamadas que dão  origem a agregados na superfície[2].  
O preparo de filmes finos biológicos é influenciado pelo pH, concentração de 
sal, valência de íons, polaridade do solvente e o método de deposição das proteínas [23]. 
As soluções devem ser preparadas para fornecerem condições estáveis e fisiológicas 
para interação da proteína na superfície do substrato de modo a não afetar a quantidade 
de proteína adsorvida. Para isso deve-se ajustar o pH, concentração de proteínas e 
composição da solução que contém a biomolécula [16]. 
As propriedades estruturais da proteína também direcionam sua adsorção e a 
conformação das proteínas na superfície do substrato. Existem proteínas com alta 
estabilidade interna, que está intimamente relacionada a sua estrutura, e proteínas com 
baixa estabilidade interna que aderem com mais facilidade em superfícies [23].  
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O método de deposição deve facilitar a fixação e estabilização das proteínas , os 
métodos mais comuns são: drop deposition, que é a deposição direta da quantidade 
desejada de solução e – deep coating –mergulhar o substrato na posição horizontal na 
solução [16].  
 A habilidade de controlar a adesão das proteínas e as interações com os 
substratos desempenham papel fundamental no desenvolvimento de biossensores, 
biochips, biomateirais e ensaios de desenvolvimento de drogas e diagnóticos [23]. 
 
 2.6. Microscópio de Força Atômica (MFA)  
 
O MFA é uma importante ferramenta para o estudo de amostras biológicas, pois 
permite a determinação da topografia destas amostras em alta resolução, inclusive em 
condições fisiológicas, à temperatura ambiente e sob pressão normal. Pode-se a 
princípio, por exemplo, monitorar as mudanças conformacionais no estado funcional 
das proteínas [9], ou mesmo acompanhar em tempo real alguns eventos biológicos [28]. 
A Microscopia de Força Atômica tem sido utilizado freqüentemente para investigar-se 
como os cristais de proteínas crescem [7,29], observar topografia de superfície e 
desnaturações das proteínas, além da força de adesão ao substrato [1]. A observação 
direta da topografia de superfície na escala de nanômetro possibilita a detecção da 
distribuição espacial da proteína adsorvida em superfícies sólidas [2]. A observação dos 
estados iniciais de cristalização em um nível quase-molecular, permite identificar 
mecanismos de nucleação e crescimento dos cristais [3]. No entanto, existem limitações 
para cada caso investigado, pois a força de interação entre ponta e material investigado 
determina a construção formação das imagens de MFA. 
  A técnica de Microscopia de Força Atômica consiste em varrer a 
superfície da amostra com uma sonda, mantendo a interação ponta-substrato controlada. 
As forças de superfície mais relevantes para MFA, são as forças atrativas de Van der 
Walls [3].  
A formação de imagem no MFA inicia-se com a escolha do parâmetro de 
interação desejado. Normalmente em amostras biológicas trabalha-se com a menor 
interação que permita a obtenção de imagens reprodutíveis e que não danifiquem o 
material estudado. Os modos de operação mais comuns são: o modo contato e o modo 
dinâmico. É importante esclarecer o que se entende por contato quando dois átomos 
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neutros estiverem suficientemente próximos, que é o caso das forças de Van der Walls. 
Inicialmente ocorrerá uma crescente força de atração até que a proximidade seja 
suficiente para que a força eletrostática repulsiva passe a dominar. Assim, entende-se 
como modo contato em MFA a condição de trabalho onde a interação repulsiva é 
estabelecida.  
No modo contato o parâmetro de controle é estabelecido pela deflexão do 
cantilever enquanto que no modo dinâmico fixa-se um intervalo de variação na 
freqüência e na amplitude de ressonância do cantilever. Em ambos os casos o sistema 
opera procurando manter a interação constante (força constante) , porém há casos onde 
a distância constante é a melhor opção, sendo esta conversão entre força constante e 
distância constante estabelecido com base na calibração do “cantilever”. Alterações na 
freqüência de ressonância são sempre detectadas com mais sensibilidade do que a 
deflexão do “cantilever”. Assim, o modo dinâmico permite um melhor controle para 
minimização das interações com a amostra e foi o mais utilizado neste trabalho. Os 
equipamento utilizado neste trabalho foi um AFM-Shimadzu 9500F3 com cantilevers 
Nanosensors (42 N/m) e operando em modo dinâmico. 
 
2.7. Espalhamento Dinâmico de Luz (EDL)  
 
            Devido à sensibilidade da proteína, técnicas de caracterização invasivas podem 
constituir um problema, a técnica de espalhamento de luz é uma técnica não invasiva 
que tem recebido ampla aceitação [30]. O princípio de funcionamento do EDL consiste 
em atravessar-se a amostra por um feixe de laser e detectando-se as flutuações da luz 
espalhada. As flutuações da luz espalhada revelam informações sobre as dimensões das 




Figura 2.9 Desenho Esquemático da Técnica de EDL. 
O movimento browniano dessas partículas, devido ao bombardeamento das moléculas 
de solvente que as cercam, será tanto maior quanto menor forem as partículas em 
suspensão [30]. Estas partículas em suspensão também causam mudanças no índice de 
refração da luz, gerando variações de intensidade da luz espalhada, possibilitando a 
determinação do tamanho das partículas[32]  e informações sobre o comportamento da 
proteína em solução, não causando danos a amostra e possibilitando a utilização de 
quantidades mínimas de solução [33]. Devido à pequena diferença do índice de refração 
das proteínas em relação ao solvente a determinação das dimensões de nanopartículas 
de proteínas é bem menos sensível do que aquela para materiais metálicos como os 
metais ou seus óxidos. 
 Na medida de Espalhamento Dinâmico de Luz, as dimensões das partículas são 
calculadas a partir do coeficiente de difusão e medido através da equação de Stokes-
Einstein, onde é admitido um modelo de esferas rígidas como evidenciado na figura 
2.10.  
D=kB .T/6πηa 
Sendo a = raio das esferas, kB é a constante de Boltzmann, T é a 





Figura 2.10. Representação da estrutura de um cristal de lisozima, mostrando as 
dimensões geométricas axial, o diâmetro da esfera rígida (vermelho)para a proteína 
de14,7 kDa (volume específico = 0,73 g / mL).  , o diâmetro hidrodinâmico (verde) 
calculado a partir do coeficiente de difusão, e um elipsóide com as mesmas 
propriedades da proteína (preto) [34]. 
2.8. Microscópio Eletrônico de Transmissão(MET) 
2.8.1. Descrição do MET 
 
A obtenção de imagens e de padrões de difração na microscopia eletrônica é 
importante para a investigação de materiais cristalinos, sendo especialmente útil para 
identificar morfologia, estruturas e orientação dos cristais com dimensões reduzidas e 
em interfaces [27, 35]. 
Um MET consiste de um feixe de elétrons, gerados por emissão termiônica, a 
partir de um filamento geralmente de tungstênio e acelerados por potencial elétrico [36]. 
Um conjunto de lentes eletromagnéticas encerradas em uma coluna mantida em vácuo, 
cerca de 10
-5
 mm Hg, controla o feixe [36,37,38]. Os elétrons saem da amostra pela 
superfície inferior com uma distribuição de intensidade e direção controladas pela 
capacidade de espalhamento e absorção dos elétrons. O contraste nas imagens será 
definido pelas características eletrônicas de cada átomo, pela espessura e pelas leis de 
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difração impostas pelo arranjo cristalino [37]. Em materiais orgânicos em geral opera-se 
com energias na faixa de 60 a 80 keV [37]. 
O MET é fundamental para comparações mais confiáveis de pequenas estruturas 
de proteínas, pois pode fornecer resolução lateral que chega a 0,3-1,0 nm, mostrando 
com detalhes estruturas biológicas, permitindo determinar a base molecular para 
atividades funcionais, interações e mudanças estruturais [39]. A principal vantagem do 
uso do MET comparado a fontes convencionais de Raios-X é a facilidade e 
versatilidade de focalização e seleção de áreas pequenas. Uma segunda vantagem da 
MET é a menor energia depositada nas amostras, que por causa da natureza do 
espalhamento de elétrons, pode depositar pelo menos três ordens de magnitude menos 
energia na amostra em comparação com raios-X [22]. A partir de meados da década de 
80 o MET tornou-se um dos principais recursos de microscopia eletrônica para o estudo 




 Figura 2.11. Desenho do MET ( esquemático)[ 37]. 
 
MECANISMO DE FORMAÇÃO DA IMAGEM 
 
As amostras para microscopia eletrônica de transmissão devem ser tão finas que 
possam ser atravessadas pelos elétrons. O espalhamento durante a passagem dos 
elétrons através da amostra podem ser elástico, que ocorre sem perda de energia (ou 
difração) e espalhamento inelástico, que ocorre com perda de energia. Quanto maior o 
número atômico do centro espalhador maior será a capacidade de espalhamento dos 
átomos e menor a espessura que será atravessada. 
Canhão eletrônico 
ânodo 
Lentes condensadoras 1 
lentes condensadoras 2 
abertura da lente condensadora 
        lente objetiva 
    plano da amostra 
   abertura da objetiva 
            astigmador 
abertura intermediária 
lentes projetivas 1 
lentes projetivas 2 
tela fluorescente 
chapa fotográfica 
          distância  
aproximada em cm 
   6 
   15 
   15 
   26 
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Como regra geral, as amostras a serem analisadas pelo MET devem ter poucos 
nanômetros de espessura e preparadas sobre grade de aproximadamente de 3,0 mm de 
diâmetro, como mostrado na figura 2.12. Os materiais usuais das grades são cobre, 
molibdênio, ouro e platina, podendo ser recobertos com filmes finos de Carbono [36] . 
 
Figura 2.12. Grade de cobre “mesh” 300 carbon coated-E.M.S. para MET [36]. 
 
No caso de um monocristal, a difração produz imagens que consistem num 
padrão de pontos como mostrado na figura 2.13 (a) , enquanto que para policristais a 
imagem de difração consiste em uma série de anéis, como mostrado na figura 2.13 (b) e 
em um material amorfo como os elétrons espalhan-se em todas as direções a imagem 
consiste em um anel largo, como mostrado na figura 2.13 (c) [37].  
Georgieva [22] investigou o potencial de difração de elétrons de nanocristais de 
lisozima e de alguns produtos farmacêuticos. 
e um material amorfo [37]. 
 
Figura 2.13. Tipos característicos de figuras de difração: 
a) região monocristalina; 
b) região policristalina; 
c) região amorfa[37] 
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O contraste nas imagens formadas em MET tem origens da diferença de 
espessura, diferença de densidade ou de coeficiente de absorção, da difração e campos 
elásticos de tensão. Para sólidos cristalinos a transparência a elétrons depende 
criticamente das condições de difração que diferem bastante conforme a direção. 
Quando um feixe de elétrons passa por uma lâmina de material cristalino, somente 
aqueles planos quase paralelos ao feixe incidente contribuem para a figura de difração 
[37]. 
A utilização do MET no modo conhecido como área selecionada, possibilita o 
estudo de micro regiões da ordem de 1 μm onde o diagrama de difração de um cristal 
corresponde aproximadamente a uma secção plana através do espaço recíproco, 
perpendicular ao feixe incidente [37]. 
Quando elétrons atravessam uma amostra amorfa estes são espalhados 
igualmente em todas as direções. A formação do largo anel mostrado na figura 2.13c 
evidencia esta independência da direção. Neste caso não ocorre espalhamento elástico 
ou coerente e as características do anel difuso são associadas com a distância média 
entre os átomos.  
Devido ao arranjo periódico de átomos na rede cristalina, diferenças de caminho 
originam diferenças de fase entre as ondas secundárias. Se a diferença de fase é igual a 
um número inteiro de comprimento de onda, tem-se a máxima interferência construtiva 
possível, o que é a condição para a difração (condição de Bragg). Podemos observar na 
figura 2.14. o caminho do feixe eletrônico, para uma amostra cristalina. 
Merece destaque a possibilidade da microscopia eletrônica trabalhar com áreas 
selecionadas de dimensões típicas que variam de meio micrometro a alguns 





Figura 2. 14. Formação de imagem de material cristalino, bloqueando-se o feixe  
difratado para melhor resolução e contraste da imagem de interesse. (esquemático)[37]. 
 
Os feixes difratados a um ângulo 2θ, são focalizados pela lente objetiva em um 
ponto de difração, no seu plano focal , formando um padrão de difração.  
Utilizou-se neste experimento um MET- JEOL modelo 1200EXII de 120 kV. 
 
Aspectos conceituais necessários ao entendimento do fenômeno da difração. 
 CÉLULA UNITÁRIA 
 
Os materiais sólidos cristalinos são construídos a partir da repetição de um 
elemento (átomo ou conjunto de átomos) no espaço. A figura 2.15 representa um cristal 
de NaCl (sal de cozinha) composto dos  átomos de Sódio (Na) e de Cloro (Cl). A figura 
2.16 representa a célula unitária de uma estrutura ortorrômbica. Escolhendo-se a menor 
porção da rede de pontos que transladada permitirá a construção da própria rede (um 
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plano da amostra 
 
feixe transmitido  direto Id 
 
plano da imagem 
 





                      Figura 2.15:  Célula unitária do NaCl[41]. 
 
Figura 2.16: Célula unitária de uma estrutura ortorrômbica.[41], onde cada ponto 
pode corresponder a milhares de átomos agrupados como ilustrado na figura 2.17 
 
 




Na figura 2.17, mostra-se a comparação da complexidade da unidade protéica da 
Lisozima com uma molécula de açúcar. Na rede de pontos com estrutura ortorrômbica 
a, b, c (figura 2.16), cada ponto estará associado às centenas de átomos que constituem a 
macromolécula de lisozima. 
O comprimento das arestas de uma célula unitária e a medida dos ângulos de 
suas faces, representados na figura 2.18 nos fornece os parâmetros de rede do cristal, 
indicando o sistema cristalino.[41] 
 
Figura 2.18. Representação dos parâmetros de uma cela unitária.[41] 
Deve-se notar ainda que um cristal é definido primeiramente pela simetria de 
seus pontos na rede, mas também pelas posições relativas de seus átomos.  
Qualquer material sólido cristalino pode ser construído a partir de sete tipos 
diferentes de simetria para células unitárias: cúbica, tetragonal, ortorrômbica, 
romboédrica (ou trigonal), hexagonal, monoclínica e triclínica, adicionados das posições 
dos átomos que compõe o sólido, como mostrado na tabela 2.1, esses 7 tipos de simetria 
podem gerar 14 tipos diferentes de estruturas denominadas redes de Bravais como 
mostrado na tabela 2.2. Existem seis parâmetros de rede que definem a célula unitária, 
ou seja: a, b e c indicam o comprimento dos três eixos, enquanto α, β e  são os três 









Tabela 2.1.  Relação entre os 7 tipos de simetria e os parâmetros de célula unitária[43]. 
 
Sistema  Parâmetros de rede  
Cúbico  a = b = c  
α = β =  = 90
o 
 
Tetragonal  a = b ≠ c  
α = β = = 90
o 
 
Ortorrômbico  a ≠ b ≠ c  
α = β = = 90
o 
 
Romboédrico  a = b = c  
α = β =  ≠ 90
o 
 
Hexagonal  a = b ≠ c  





Monoclínico  a ≠ b ≠ c  
α =  = 90
o 
≠ β  
Triclínico  a ≠ b ≠ c  












α=β= =π/2                  
a=b≠c 
α=β= =π/2                   
a≠b≠c 
α=β= =π/2                   
a≠b≠c 
α=β =π/2 ≠                   
a≠b≠c 
α≠β≠ ≠π
/2                   
a=b≠c 
α=β= π/2, =2π/3                 
a=b=c 
α=β= ≠π/2                  
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 ÍNDICES DE MILLER 
 
Num retículo cristalino, o conjunto de planos paralelos que difratam podem ser 
representados pelos índices de Miller (hkl). 
Para determinação dos índices de Miller: a partir de um retículo cristalino o conjunto de 
planos paralelos pode ser representado por um conjunto de números inteiros, assim 
determinados:  
1. Encontre a intersecção do plano de interesse com os eixos da rede. 
2. Expresse estas intersecções em unidades de cada parâmetro de rede e ache o 
inverso, assim: 1 d (parâmeto de rede) equivalerá a 1 e ½ d corresponderá a 2.  
Estes números inteiros serão os índices de Miller dos planos paralelos. Os índices de 
Miller são normalmente denominados pelas letras h,k,l e a direção no espaço 
perpendicular aos planos (1,0,0) será representada por [1,0,0] que corresponde a notação 
vetorial notação vetorial 1.î +0.j + 0.k para os casos das redes cúbicas [36]. É 
importante lembrar que para um sistema ortorrômbico é necessário definir-se uma 
escala comum para o cálculo de ângulos entre os planos (h,k,l). Assim, costuma-se 
tomar como referência o parâmetro b, determinando-se as relações a/b , b/b e c/b como 
parâmetros de referência. 
 
Figura 2.20. O plano ilustrado na fig.2. 20  intercepta o eixo x na posição 1, é 
paralelo aos eixos  y e z, então os índices  de Miller serão h = 1, k = 0 e l = 0 [44]. 
No segundo exemplo mostrado na figura 2.21, o plano corta o eixo x em 1 e o 




Figura 2.21. O plano ilustrado na fig.2.21 intercepta o eixo x na posição 1, o 
eixo y na posição -1,e  é paralelo ao  eixo  z, então os índices  de Miller serão h =1, k = -
1 e l = 0 [44] 
 DIFRAÇÃO 
A difração ocorre quando uma onda encontra um ou mais obstáculos. Se estes 
obstáculos estiverem regularmente espaçados por distâncias comparáveis ao 
comprimento da onda incidente, e em grande número teremos interferência construtiva 
ou destrutiva em regiões bem separadas e definidas [24, 45]. Considerando que os 
materiais sólidos cristalinos podem ser representados por arranjos de pontos 
regularmente distribuídos em 3 dimensões do espaço, a periodicidade do cristal faz com 
que existam planos separados por distâncias fixas (dhkl) em diferentes direções (θhkl). 
A relação entre estrutura cristalina e a condição para ocorrer difração é definida 
pela equação1, conhecida como lei de Bragg [21, 24 , 45]: 
                       nλ = 2 dhkl  senθhkl                                                                      (2.1) 
onde, nλ= número inteiro de comprimento de onda, dhkl = distância interplanar e θhkl= 
ângulo de Bragg. 
Quando uma frente de onda incide sobre um cristal, esta é espalhada em todas as 
direções, pelos elétrons associados a cada átomo encontrado no caminho do feixe. 
Considerando 2 planos paralelos com o mesmo índice de Miller (h,k,l),  estes estarão 
separados por uma distância dhkl, como mostra a figura 2.22. Para que ocorra 
interferência construtiva, as ondas espalhadas por átomos P e Q devem percorrer   
distâncias que diferem de número inteiro n (ordem de reflexão) de comprimentos de 
onda.  





Figura 2.22. Relação entre comprimento de onda, espaçamento interplanar e ângulo de 
difração para interferência construtiva [45].  
 
Sendo dhkl o espaçamento interplanar dos planos com mesmo (h,k,l). O segmento 
AB é igual a BC e  temos: 
           n  = 2dhkl sen  ( Lei de Bragg) 
 
onde  é o comprimento de onda,    é o ângulo que o vetor de onda incidente faz com 
com o plano de difração e n é um inteiro [45, 46]. 
A intensidade dos pontos de difração pode ser calculada considerando-se a posição de 
cada átomo, suas características como centro espalhador e a distribuição geométrica dos 
átomos. No caso de proteínas este é um cálculo difícil e no caso de cristais pequenos 
onde algumas orientações são privilegiadas torna-se impraticável o cálculo de 
intensidades destes pontos. No entanto, o fato de existir uma distribuição que reflete a 
simetria do cristal e que mantém as relações geométricas da estrutura considerada, 
garante certa segurança em podermos afirmar que os resultados correspondem a uma 
estrutura cristalográfica definida.                                                                             
 
DIFRAÇÃO DE ELÉTRONS 
 
A difração de elétrons ocorre em ângulos muito pequenos, conseqüência do 
pequeno comprimento de onda do elétron ( =0,0043nm para 80 keV). Por isso os 
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planos difratantes são quase paralelos ao feixe primário. Como o ângulo de difração é 
pequeno , a função senθ na lei de Bragg, pode ser substituída por θ em radianos. 
 
 
Figura 2.23. Desenho da difração evidenciando o ângulo de Bragg.[37] 
 
A figura 2.23 mostra uma seção longitudinal contendo um feixe primário, o 
feixe difratado, a amostra, a tela da imagem e o ângulo de Bragg em tamanho exagerado 
e o ângulo difratante 2θ. L é a distância entre a amostra e a placa fotográfica 
(comprimento de câmara) e R é a distância sobre a placa, entre o feixe direto 
transmitido e um ponto de difração. 
Analisando a figura 2.23 vemos que: 
                           tgθ = R/2L                                                                             (2.3) 
Como temos um valor muito pequeno para θ, segue-se que 
                           θ=R/2L                                                                                  (2.4) 
Então podemos reformular a Lei de Bragg: 
                           n  = 2dhkl sen  = 2dθ = 2dR/2L                                           (2.5) 
                         
Se n=1, temos λL=R.d                                                                             (2.6) 
Calibrando-se com Au a cte de câmera obtida foi λL = 2,56 0,05 nm.mm. 
 
ESPAÇO RECÍPROCO 
 Espaço recíproco é um recurso matemático criado para auxiliar na interpretação 
do processo de difração, podendo ser definido como um conjunto de pontos, cada um 
determinado considerando-se as normais a todos os planos (h,k,l) saindo de um ponto 0, 
feixe primário 







considerado como origem, onde as normais se encontram, a uma distância 1/dhkl, este 
conjunto de pontos formam o espaço recíproco(figura 2.23)[44].  
  
Figura 2.24. Representação dos planos (110), (120) e (130) considerando-se uma 
origem arbitrária, indicada por 0 traça-se um vetor perpendicular aos planos com 
tamanho 1/dhkl, assim temos os pontos do espaço recíproco no final desse vetor [44]. 
Assim para cada família de planos paralelos do espaço direto temos uma 
correspondência com pontos do espaço recíproco. 
 
ESFERA DE EWALD 
  
 A esfera de Ewald é um ente geométrico 3D que permite facilitar a visualização 
das condições de difração e também possibilita a visualização da difração no espaço real 
e no espaço recíproco. Toda vez que um ponto do espaço recíproco cruza a esfera de 
Ewald ocorre um ponto de difração. A figura 2.25 mostra a esfera de Ewald  e a 
produção de um ponto de difração representado por P e demonstra que ao girarmos o 
cristal, giramos o  retículo recíproco trazendo novos pontos para a condição de difração 
como o ponto P’[44]. 
Ponto do espaço recíproco 




                                                                
Figura 2.25. Esfera de Ewald [44]. 
 
A partir da análise da figura 2.25, podemos determinar a relação entre o ângulo 
(θ), d e o compromento de onda(λ) , considerando o triângulo APO, temos que PAO é o 
ângulo (θ)  e assim temos: 
                                                         
 
                                                                                                                     (2.7) 
 
Como P é um ponto do espaço recíproco, assim seu comprimento de onda será 
1/dhkl, onde hkl são os índices de Miller dos planos relacionados com P. Assim temos 
                                                                                                                   (2.8) 
 
Ou seja 2.d.sen(θ) = λ que é a Lei de Bragg que expressa a condição para haver a 
difração. 
Ao girarmos o cristal, e consequentemente o retículo recíproco, podemos varrer 
uma ampla região do espaço recíproco, evidenciando todos os pontos que estão em 
condição de difração, ou seja cruzando a esfera de Ewald, esses pontos podem ser 
determinados a partir de uma esfera denominada esfera limite, figura 2. 26. Girar o 
retículo recíproco é equivalente a girarmos a esfera de Ewald, que gera então uma esfera 
limite de com raio 2/λ. 
Os pontos do espaço recíproco dentro do volume da esfera limite podem ser 
trazidos em condição de difração. O número total de pontos que pode-se associar com 
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difração é determinado dividindo-se o volume da esfera limite pelo volume da célula 
unitária recíproca, considerando-se que a célula unitária é primitiva.[44] 
 
 
                              Figura 2.26: Esfera Limite [44] 
 
Seja No número de reflexões potencialmente gerados para uma esfera limite de 
raio 2/  temos: 
                                                                                                         (2.9) 
 
                                                                                                     (2.10) 
Sabendo que V* = 1/ Vcel, onde Vcel é o volume da célula unitária teremos: 
                                                                                          (2.11) 
Conhecendo-se os parâmetros da célula unitária e os índices de Miller(hkl) 
associados aos planos cristalográficos responsáveis pela difração é possível calcular a 
distância interplanar, dhkl utilizando as equações: 




   Para simetria Ortorrômbica                            (2.13) 
 
Determinando as distâncias interplanares podemos compará-las com os valores 
experimentais calculados usando-se, p.e., o programa ImageJ para medir as distâncias 
diretamente nas imagens obtidas por MET. 
A partir da determinação dos índices de Miller podemos determinar também os 
ângulos entre planos do cristal usando a equação: 
 
                            
 
     (2.14)           
 
Os índices i,j referem-se a quaisquer pares de planos. A distribuição angular dos 
possíveis ângulos entre planos, pode ser calculada para qualquer cristal específico e 
obtida na projeção estereográfica. Os valores das distâncias interatômicas e ângulos 
entre planos observados experimentalmente, podem ser comparados com os valores 
calculados e assim os pontos de difração são indexados. 
Equipamentos utilizados. 
O microscópio eletrônico de transmissão (MET).Utilizou-se um JEM 1200EXII 
Electron Microscope (600milX), JEOL que alcança 120 keV, operando em 80 keV e 
comprimento de câmera L = 600 mm. 
O microscópio de força atômica (AFM) foi o Shimadzu modelo SPM9500J3, em modo 
dinâmico com “cantilever” nanosensor de 42 N/m e raio de curvatura de 10 nm. 
O equipamento de espalhamento dinâmico de luz (DLS) utilizado foi um Nanotrac 
NP253 da empresa Microtrac (www.microtrac.com) disponível no LANCEN-UFPR., 





3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Materiais 
3.1.1 Grade de cobre revestida com filme fino de carbono bacteriano(GC)  
Para MET forma utilizadas grades de cobre da Electron Microscopy Sciences “mesh” 
300 revestidas com carbono bacteriano (carbono coated).                                                               
3.1.2 Solução estoque de Lisozima 
 A lisozima utilizada foi a da clara do ovo (Sigma), diluída em água miliQ   para 
concentrações de 10 mM e  10 M, com as especificações abaixo: 
Lisozima da clara do ovo de galinha L86876-pó liofilizado, proteína 90% 040 mil 
unidades/MG de proteínas. 
Características da lisozima: Peso molecular de 14,3 kDa, na forma de pó dialisado e 
liofilizado, contendo sais de buffer como acetato de sódio e cloreto de sódio,com pelo 
menos 90% de proteína[ 47]. 
Características dos sais:  
CLORETO DE SÓDIO(NaCl): Sistema cristalino cúbico de face centrada com 
parâmetros de célula unitária a=5,64Å ACETATO DE SÓDIO ( CH3COONa ): O 
acetato de sódio cristaliza sob duas formas 
Forma I: ortorrômbica com parâmetros de célula unitária a=17,850Å b= 9,982Å, 
c=6,068Å  
Forma II; ortorrômbica com parâmetros de célula unitária a=5,952Å, b=20,213Å, c= 
5,902 Å [48].  
3.1.3 Solução de nano partículas (NP) de Au 
As NP de ouro foram preparadas pelo método de ablação a laser em solução, 
resultando em a 10
18 
NP/ml com NP esféricas com diâmetro médio de  




3.2 Métodos. Os métodos de análise foram detalhados na secção 2.6; 2.7 e 2.8. 
Equipamentos de análise. 
O microscópio eletrônico de transmissão (MET).Utilizou-se um JEM 1200EXII 
Electron Microscope (600milX), JEOL que alcança 120 keV, operando em 80 keV e 
comprimento de câmera L = 600 mm (ver Apêndice página 70). 
O microscópio de força atômica (AFM) foi o Shimadzu modelo SPM9500J3, em modo 
dinâmico com “cantilever” nanosensor de 42 N/m e raio de curvatura de 10 nm. 
O equipamento de espalhamento dinâmico de luz (DLS) utilizado foi um Nanotrac 
NP253 da empresa Microtrac (www.microtrac.com) disponível no LANCEN-UFPR., 
que permite a detecção de partículas com dimensões entre 0,8 até 6500 nm. 
3.2.1 Deposição da lisozima sobre  (GC).  
 Nesta etapa foram utilizados 2 métodos de deposição da lisozima na GC: o 
método da “gota”, ilustrados nas figuras 26 e o método “drop deposition”, ilustrado na 
figura 27. O método da “gota” consiste em depositar uma gota de solução sobre papel 
parafinado, e logo em seguida, colocar a GC sobre a gota aguardando um tempo de 
incubação. 
 As soluções de lisozima a 10mM e a 10 M, foram depositadas sobre GC por 
“drop deposition” usando-se uma alícota de 15ul. A gota do método da “gota” tinha 
volume de 30ul, e os tempos de incubação utilizados forma de 5 e 10s. Após o preparo 
algumas amostras foram “lavadas”, passando-se a GC em uma gota de 30ul de água 
miliQ, em seguida o excesso de material foi retirado com papel absorvente pelas bordas 
da GC, conforme descrito em cada caso. 
 
3.2.2 Deposição de solução de Au 10
13 
NP de Au +lisozima 10uM sobre GC 
A solução de Au+lisozima 10 M, foi depositada sobre GC pelo método da 
“gota” com solução de 30ul e tempos de incubação de 5 e 10s. Após o preparo, as 
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amostras foram “lavadas”, passando-se a GC em gota de 30ul de água MiliQ, em 
seguida o excesso de material foi retirado com papel absorvente pelas bordas da GC. 
3.2.3 Deposição da Lisozima e de NP de Au sobre a GC. 
As soluções de lisozima a 10mM foram depositadas diretamente sobre GC 
(“drop deposition”) usando-se uma alícota de 15ul com tempo de incubação de 10s  
Após o preparo as amostras foram “lavadas”, passando-se a GC em uma gota de 30ul de 
água MiliQ em papel parafinado, em seguida o excesso de material foi retirado com 
papel absorvente pelas bordas da GC. Após tempo de espera de 24h para secagem da 
amostra em dessecador a vácuo, as grades foram depositadas  sobre uma gota de 30ul de 
volume, de solução de NP partículas de Au em concentração de 10
18
/litro ,  com tempos 
de incubação de 5 e 30 minutos, em seguida o excesso de material foi retirado com 
papel absorvente pelas bordas da GC. 
Método da “GOTA” 
 
Figura 3.1 desenho esquemático do método da “gota” 
Método de “drop-deposition” 
                    




4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1 Análise e comparações dos resultados obtidos por DLS com as imagens de 
MET 
4.1.1 Análise de DLS das NP de Lisozima 
A figura 4.1 mostra um gráfico com a porcentagem relativa á distribuição de diâmetros 
das NP de lisozima em solução. 
 
 
Figura 4.1.  Gráfico da distribuição de diâmetros das partículas de lisozima em solução 
determinados por EDL, juntamente com as imagens de MET de cristais de lisozima 
aderidos à GC. 
 As análises de DLS das NP em solução nos mostram que as NP de lisozima  em solução 
apresentam uma distribuição de diâmetros com valor médio bastante inferior às dimensões 
típicas dos cristais de Lisozima encontradas por MET  nas figuras: 4.8(b) e 4.10(a), que tem 













4.1.2 Análise de DLS das NP de Au 
A figura 4.2 mostra o gráfico com a porcentagem relativa da distribuição de diâmetros 
das NP de Au em solução. 
 
Figura 4.2. Gráfico da distribuição de diâmetros das partículas de lisozima em solução. 
 As análises de DLS das NP em solução nos mostram que as NP de Au em 
solução podem  corresponder as NP encontradas por MET  nas figuras: 4.8(c) e 4.9(a). 
cabe ressaltar que a medida de NP de Au é significativamente melhor determinada 
devido à maior capacidade de espalhamento da luz pelo Au, quando comparado à 
macromoléculas orgânicas. 
Comparando-se os gráficos de EDL da figura 4.1 correspondente a determinação 
de NP de lisozima com os da figura 4.2 correspondente a NP de Au, pode-se concluir 
que a média do diâmetro das NP de lisozima são menores que a média do diâmetro das 
NP de Au em solução, também podemos concluir que o diâmetro das partículas de 
lisozima em solução são bem menores que os cristais encontrados nas imagens de 
difração, o que sugere que a cristalização das proteínas não estão ocorrendo em solução, 
mas sim quando interagem com o substrato, evidenciando que o substrato(GC) está 
atuando como nucleante  para a cristalização da lisozima. 
Além da caracterização das NP de Au a proposta de uso da técnica de DLS neste 






lisozima já em solução. Esta possibilidade é descartada com os resultados apresentados 
acima. 
4.2 Análises de imagens de MFA  
A figura 4.3 mostra imagens obtidas no MFA da GC revestida com carbono bacteriano. 
Onde a figura (a) é uma imagem de 10nmX10nm e a figura (b) uma ampliação para 
2,5nm x 2,5nm. 
 MFA da GC- Grade de MET revestida com carbono bacteriano 
a)                                                               b) 
     
                                                      Figura 4.3.  Topografia da GC    
Nota-se uma grande irregularidade na superfície da GC, resultante das 
características do carbono de origem bacteriana. Esta irregularidade que chega a  









Na figura 4.4 tem-se uma imagem de (6x6) nm de MFA da GC revestida com solução 
de lisozima a 10mM. 
 
  
Figura 4.4. Filme resultante de solução 10 mM de lisozima depositado sobre a GC. 
 
O filme mostrado nesta figura foi preparado pelo método de “gota” com um 
tempo de incubação de 5s, a GC posteriormente foi lavada em água MiliQ. A imagem 
mostra que a grade foi totalmente coberta formando um filme homogêneo com várias 
estruturas globulares entre 100 e 500nm de largura, com irregularidade perpendicular 













A figura 4.5 mostra imagens de MFA revestidas por solução de lisozima+NP de 
Au com diferentes tempos de incubação.  
a)                                                  b)  
  
c)                                                              d) 
  
Figura 4.5.(a) aspecto do filme de solução  lisozima +Au com tempo de incubação de 
5s,   (b) detalhe com aumento de 2X, (c) aspecto do filme de solução  lisozima +Au com 
tempo de incubação de 10s. (d) detalhe com aumento de 2X. Nota-se aglomerados 
porém a irregularidade da superfície não permite conclusões sobre a origem destes.  
O filme preparado com uma solução de lisozima a 10 µM +NP de Au em 
concentração de 10
13
 NP/ml pelo método de “drop deposition” com um tempo de 
incubação de 10 e 5s, a GC posteriormente foi lavada em água MiliQ. As imagens 
mostram que houve formação de um filme fino muito parecido em ambos tempos de 
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incubação, porém a Fig. 4.5 (d) mostra estruturas globulares cobrindo uma região que 
pode ter origem na presença de NP de Au. 
Para uma análise breve da possibilidade das estruturas globulares terem origem 
nas NP de Au, considere-se que uma gota com 15 µl conterá 10
10
 NP/ml, assim se todas 
as NP aderirem à GC, com área superficial de aproximadamente 10 mm
2
, teriamos um 




 . No campo de uma varredura de 10µm x 10µm do 
MFA, para uma distribuição uniforme de NP teríamos aproximadamente 1500 NP 
ocorrendo a distâncias médias de aproximadamente 250 nm. A fig. 4.5(d) Mostra 
aproximadamente 100 NP na varredura de 0,5µm x 0,5µm, ou seja, 40 vezes mais NP 
do que a previsão para uma distribuição uniforme. No entanto, este resultado é 




4.3. Análises de imagens de MET 
A figura 4.6 mostra a imagem panorâmica de uma Grade de Carbono de MET 
após a deposição de Lisozima. Pode-se observar uma distribuição não uniforme, não 
cobrindo totalmente a área da GC. 
 
Figura 4.6. Imagem de uma GC após o depósito de lisozima, mostrando a distribuição 





A figura 4.7 nos mostram imagens da amostra preparada pelo método da “gota” 
com solução de lisozima a 10mM, com um tempo de incubação de 5s e lavada em água 
MiliQ.  As figuras de difração forma obtidas a 80 keV e cte de câmera 2,56 nm.mm 
Na figura 4.7(a) pode-se observar vários cristais de lisozima, e na 4.7(b) um 
cristal de lisozima de geometria retangular de aproximadamente 1 m de aresta e uma 
figura  de difração do cristal da figura 4.7 (b) com distribuição irregular de pontos, 
sugerindo uma característica policristalina com uma distribuição descontínua de 
orientações. 
 
a)                                           b)                                 c) 
  
Figura 4.7. imagem de cristais de lisozima(a); imagem ampliada de um cristal de 
lisozima(b); figura de difração do cristal de  lisozima(c) 
 
A figura 4.8 nos mostram imagens das amostras preparadas com solução de 
lisozima a 10mM pelo método de “drop deposition” com tempo de incubação de 10s, 







A figura 4.8(a) mostra que existem muitas estruturas globulares e a figura 4.8(b) 
é uma ampliação dessa região. Na figura 4.8(c), a ampliação da figura 4.8(b), mostra 
detalhes como um conjunto de NP de Au, e a figura 4.8(d) refere-se ao padrão de 
difração das NP de Au. 
 
a)                                                           b) 
          
c)                                                                    d) 
 
Figura 4.8. (a) imagem de uma região onde está ocorrendo difração, (b)ampliação da 
imagem.(c) ampliação da imagem mostrando NP de Au. (d)figura de difração na região 




A figura 4.9 nos mostra imagens das amostras preparadas com solução de 
lisozima a 10mM pelo método de “drop deposition” com tempo de incubação de 10s, 
após 24 h  foram depositadas NP de Au pelo método da “gota” e incubadas por 1 min.  
Podemos observar em 4.9(a)   NP de Au de aproximadamente 50nm, um 
monocristal de lisozima pode ser visualizado em 4.9(b) e a figura de difração deste 
monocristal é mostrada em 4.9(c), podendo ser relacionados as características 
cristalográficas da lisozima ortorrômbica como veremos posteriormente. 
 
a)                                                b)                                             c) 
 
Figura 4.9 (a) imagem com uma NP de Au de aproximadamente 40nm, (b)imagem 










A figura 4.10 nos mostram imagens das amostras preparadas com solução de lisozima a 
10μM pelo método de “drop deposition” com tempo de incubação de 10s. 
 Podemos observar um possível monocristal em 4.10(a), a figura de difração 
correspondente em 4.10(b), que pode ser associada com as características 
cristalográficas da lisozima ortorrômbica. 
 
a)                                           b) 
 











A figura 4.11 nos mostram imagens das amostras preparadas com solução de lisozima a 
10μM  + NP de Au em concentração de 10 
13  
NP/ml , pelo método de “drop deposition” 
com tempo de incubação de 5s. 
 
a)                                           b) 
 









Figura 4.11.(a) imagem de uma região com muitos cristais, (b)figura de difração de um 
monocristal possivelmente  de lisozima, (c)imagem de um cristal e figura de difração 
deste, (d) e (e) detalhes da difração provavelmente do  cristal de lisozima.  
A figura 4.11(a) mostra que houve formação de uma região policristalina em, (b) 
a difração desta região em, (c) imagem de um monocristal  e (d) e (e) correspondem a  
difração desse monocristal, com padrão de  pontos que será relacionados com as 












4.4. Análise da Difração 
Para análise das imagens de difração, usamos a página pessoal de Steffen 
Weber[49] onde obtivemos as projeções  estereográficas  referentes a diferentes 
estruturas  da lisozima encontradas na literatura. Considerando as principais direções de 
incidência do feixe para cada estrutura, pudemos encontrar a projeção estereográfica 
que melhor corresponde às imagens de difração obtidas. A seguir  são mostrados, como 
ilustração, os resultados para a estrutura tetragonal 
1-Supondo a lisozima tetragonal com parâmetros de célula unitária de a= 79,1 Å e  
c=37,9Å com direção de feixe incidente [0 1 0], [1 0 0] e [0 0 1] teremos  as seguintes 
projeções estereográficas respectivamente. 




Figura 4.12 Projeção estereográfica da lisozima tetragonal com direção de feixe 
incidente, a) [0 1 0] , b) direção de feixe incidente [1 0 0] e c )direção de feixe incidente 
[0 0 1]. 
52 
 
Ao compararmos as simetrias na figura 4.12 com as obtidas experimentalmente na 
figura de difração, não identificamos relações angulares consistentes. De fato, 
considera-se  somente os pontos da circunferência externa, que formam 90
0
 com o feixe 
incidente. As relações angulares entre estes pontos devem ser as mesmas que aquelas da 
imagem de difração. 
 
2-Supondo a lisozima ortorrômbica com parâmetros de célula unitária de a=31  Å   
b= 52,5 Å e  c=89Å com direção de feixe incidente [0 0 1], [0 1 0] e [1 0 0] teremos  as 
seguintes projeções estereográficas respectivamente. 
 




Figura 4.13 a) Projeção estereográfica da lisozima ortorrômbica com direção de feixe 
incidente [0 0 1], b) direção de feixe incidente [0  1 0] e c ) direção de feixe  
incidente [1 0 0]. As figuras 4.13(a) e (b)  não apresentam correlação com as simetrias 
observadas na difração, enquanto na figura 4.13(c) podemos observar relações de 
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simetria angular dos pontos da projeção estereográfica com as obtidas 
experimentalmente. 
  Na figura 4.14 podemos observar a correspondência angular dos pontos 
destacados em vermelho,  através da sobreposição  da imagem da figura obtida 
experimentalmente e a figura da projeção estereográfica da lisozima ortorrômbica com 
direção de feixe incidente [1 0 0]. 
 
 
Figura 4.14 Sobreposição da imagem obtida por MET de cristal de lisozima com a 
projeção estereográfica da lisozima ortorrômbica com parâmetros de célula unitária  
a = 31Å,  b = 52,5Å e c = 89Å. com direção de feixe incidente [1 0 0]. 
Além da correspondência angular já identificada na Figura 4.14, ainda podemos 
encontrar mais pontos de correspondência como na Figura 4.15. Fica assim evidenciada 
a  correspondência angular dos pontos destacados em vermelho, na sobreposição  da 
imagem obtida experimentalmente e a figura da projeção estereográfica da lisozima 




Figura 4.15 Sobreposição da imagem obtida por MET de cristal de lisozima e da 
projeção estereográfica da lisozima ortorrômbica com parâmetros de célula unitária  
a = 31Å,  b = 52,5Å e c = 89Å. com direção de feixe incidente [1 0 0]. 
 
IMAGEM DE DIFRAÇÃO FIGURA 4.11 
 




Verificando a consistência da razão das distâncias entre os pontos eqüidistantes 
do centro e ortogonais, conforme a figura 4.16. Esta razão deve ser igual ao inverso 
da razão entre os parâmetros de rede correspondentes. Assim, determina-se a relação 
D0k0/D00l. Onde D0k0 e D00l são os comprimentos ortogonais indicados na fig. 4.16.  
Neste caso, a razão D010/D001 = 1,7 corresponde a relação c/b = 89/52.5 =1,695 
de um cristal de lisozima cuja projeção estereográfica é apresentada na fig.  4.13(c) . 
Este resultado pode ser confirmado comparando-se as relações angulares entre 
os planos da projeção estereográfica correspondente à direção [1,0,0] para uma 
célula unitária com a =3,1 nm , b = 5,25 nm e c = 8,9 nm. A tabela( 4.1) relaciona os 
ângulos entre os planos com índices (h1 ,k1 ,l1) com aqueles (h2 ,k2 ,l2). Foram 
utilizados H,K,L maiúsculos para destacar a necessidade de parametrização em 
relação a um único parâmetro de rede. Normalmente utiliza-se o parâmetro b. Nota-
se que os ângulos, correspondem exatamente a aqueles calculados para os 
parâmetros de rede da lisozima ortorrômbica. 
Tabela 4.1. Relacão dos ângulos entre os planos com índices  (h1 ,k1 ,l1) com 
aqueles (h2 ,k2 ,l2). Comprimentos normalizados em relação ao parâmetro b. 
H1 K1 L1 H1.b/a  K1 L1.b/c H2 K2 L2 H2.b/a  K2 L2.b/c Ângulo 
0 0 -1 -0,5899 0 -0,5899 0 1 -3 0 1 -1,7697 29,5 
0 0 1 0,5899 0 0,5899 0 1 -1 0 1 -0,5899 120,5 
0 1 -1 -0,5899 1 -0,5899 0 1 1 0 1 0,5899 61,1 
0 1 0 0 1 0 0 1 3 0 1 1,7697 60,5 
0 1 1 0,5899 1 0,5899 0 0 1 0 0 0,5899 59,5 
0 0 1 0,5899 0 0,5899 0 -1 3 0 -1 1,7697 29,5 
0 0 1 0,5899 0 0,5899 0 -1 1 0 -1 0,5899 59,5 











 Equação de determinação do ângulo 
 
 
       (15)                                                                                                              
 
Tentativa de indexação dos planos difratantes. 
O intervalo possível de observação de difração está entre os diâmetros limitados 
pela região central saturada pelo feixe incidente (raio de ~4,5mm) e as dimensões do 
campo de visão lateral (raio de ~25mm). Estes valores limitam a observação da 
difração a  ângulos entre a direção do feixe incidente e o feixe difratado (2 x ângulo 
de Bragg), até um máximo de aproximadamente ~5 graus. 
Considerando os altos parâmetros de rede da lisozima, os índices h,k,l 
observáveis serão altos conforme tabela 4.2. Nesta tabela são mostrados os planos 
(h,k,l) possíveis de observação na geometria deste experimento e perpendiculares a 
direção do feixe incidente [1,0,0]. 
 
Equação de determinação dos dh,k,l para a estrutura ortorrômbica, a =3,1 nm , b = 
5,25 nm e c = 8,9 nm 
                                                         (16)            
Tabela 4.2 Planos (h,k,l) possíveis de observação na geometria deste experimento e 
perpendiculares a direção do feixe incidente [1,0,0]. 
H K L D (angstrons) R (mm) 
Direção [0,0,1] 
0 0 10 8,90 2,88 
0 0 15 5,93 4,32 
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0 0 16 5,56 4,60 
0 0 17 5,23 4,89 
0 0 18 4,94 5,18 
Direção [0,1,0] 
0 9 0 5,83 4,39 
0 10 0 5,25 4,88 
0 11 0 4,77 5,36 
0 12 0 4,37 5,85 
0 13 0 4,04 6,34 
0 14 0 3,75 6,83 
0 15 0 3,50 7,31 
0 16 0 3,28 7,80 
0 17 0 3,09 8,29 
0 18 0 2,92 8,78 
Direção [0,1,-1] 
0 8 -8 5,65 4,53 
0 9 -9 5,02 5,10 
0 10 -10 4,52 5,66 
0 11 -11 4,111 6,228 
0 12 -12 3,77 6,79 
0 13 -13 3,48 7,36 
0 14 -14 3,23 7,93 
0 15 -15 3,01 8,49 
0 16 -16 2,83 9,06 
0 17 -17 2,66 9,62 
0 18 -18 2,51 10,19 
Direção [0,1,3] 
0 4 12 6,46 3,96 
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0 5 15 5,17 4,96 
0 6 18 4,30 5,95 
0 7 21 3,69 6,94 
0 8 24 3,23 7,93 
0 9 27 2,87 8,92 
0 10 30 2,58 9,91 
0 11 33 2,35 10,90 
0 12 36 2,15 11,89 
0 13 39 1,99 12,88 
 
Na tabela 4.2 foram consideradas as principais direções ortogonais ao feixe 
incidente e mostradas na projeção estereográfica. Calcula-se assim os parâmetros de 
rede possíveis de observação e que devem ser comparados com os valores obtidos 
experimentalmente. 
Tabela 4.3 Considerando a figura 4.17 obtém-se os valores indicados abaixo para as 
direções da projeção estereográfica [0,0,-1] , a ortogonal [0,1,0] e a direção [ 0,1,-1] 
formando o ângulo de 59,5
0
 com [0,0,-1] 
 


















Figura 4.17 Indexação da orientação dos planos cristalográficos para a figura4.11(b)  
de difração. 
Relacionando a imagem da Figura 4.17 com a projeção estereográfica, obtemos as 
possíveis orientações dos planos cristalográficos, relacionados às distâncias calculadas 
apresentadas na tabela 4.3 com as distâncias experimentais determinadas pela equação 
4.2 apresentadas na tabela 4.2. Podemos associar os ponto a orientação [0 1 0], [0 1 1] , 
[0 0 1] com os valores : d = 2,91Å associado aos planos [0 18 0],  d=5,02 Å associado 








Tabela 4.4 Valores indicados para as direções determinadas da projeção estereográfica 
considerando a figura 4.17.  
 


















Relacionando a imagem da Figura 4.18 com a projeção estereográfica, obtemos as 
possíveis relações angulares. Buscando a correspondência entre as distâncias 
apresentadas na tabela 4.4, com as distâncias experimentais determinadas pela equação 
4.2 apresentadas na tabela 4.2, podemos associar os ponto a orientação (0 1 0), medindo 
o valor dos d(s) dos pontos indexado. Para o d = 2,91Å associamos ao plano [0 18 0], 
para d=5,02 associamos o plano [0 9 -9], d= 2,87 para o plano [0 9 27] e para d= 4,94 





Figura 4.19 Demostração da regra do paralelograma da figura 4.18, mostrando a resultante R 













Para demonstrar a consistência entre os raios usamos a regra do paralelogramo: 
Sendo que R, R1 e R2 são os raios encontrados para as distâncias interplanares  D(h,k,l) 
correspondentes aos planos  (0 9 27), [0 9 -9] e (0 0 18), respectivamente mostrados na tabela  
4.2 e já indexados na figura.17 e o ângulo  = 59,50 . 
Da lei dos cossenos os vetores, com  R1 = 5,095 mm , R2 = 5,17mm, com ângulo entre eles 
sendo  = 59,50  teremos: 
                                                                           (17)                                            
 5,095  
 R= 8,9 mm  
Nota-se que existe uma simetria quase hexagonal, podendo-se observar que podem ser 
desenhados 06  paralelogramos equivalentes. 
 
 
a)                                                                             b)  
      
   Figura 4.20 Comparação entre as figuras .4.11b de um monocristal com a figura de 
um policristal 4.11 e 
A figura 4.20 mostra padrões de difração de cristais de uma amostra preparada com 
solução de lisozima a 10μM  + NP de Au em concentração de 10 
13  
NP/ml , pelo 
método de “drop deposition” com tempo de incubação de 5s. 
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Comparando a imagem de difração da figura 4.20 (a) que evidencia a difração de uma 
região policristalina, com a imagem da Fig. 4.20 (b) que evidencia a difração de um 
monocristal, podemos perceber, que o anel mais interno da figura 4.20 (a) apresenta 
pontos que tem o formato aproximadamente hexagonal, assim como os pontos mais 
internos da figura 4.20 (b), podemos perceber de fato que a figura 4.20(a) nada mais é 
que a figura (b) girada de forma descontínua, se ela fosse girada de forma contínua 
teríamos os anéis, portanto, a figura 4.20 (a) tem as mesmas orientações cristalográficas 
que a figura 4.20 (b) e também que os círculos mais internos são obscurecidas pelo 

























O uso de grades de MET cobertas com Carbono Bacteriano (GC) para 
investigação da cristalização de proteínas possibilita ganho de tempo e facilidade na 
investigação da formação de micro e nano cristais. As análises de DLS da solução de 
proteína mostraram somente partículas com dimensões típicas da unidade protéica de 
lisozima, mostrando ausência de cristalização na solução. 
A combinação de uso de MET com MFA pode ser útil na caracterização de 
cristais de proteínas, porém a irregularidade na camada de revestimento compromete 
seriamente a utilidade da MFA, que fica limitada a observação de eventuais aspectos 
geométricos evidentes em cristais com dimensões superiores às irregularidades do 
revestimento da GC. 
A difração de elétrons na MET consiste em recurso especialmente útil pela 
forma inequívoca de caracterização de regiões cristalinas e dos espaçamentos entre 
planos cristalográficos. 
A ausência de evidência de difração para planos com índices de Miller menores 
é em parte justificada pelos grandes parâmetros de rede da Lisozima. Porém, uma 
tentativa de observar-se distâncias interplanares maiores, utilizando-se comprimentos de 
câmara L = 1200 mm, apresentou a mesma ocorrência de pontos que parece extinguir-se 
para parâmetros de rede maiores do que 0,51 nm. A lisozima utilizada contém pelo 
menos 90% de lisozima e aproximadamente 10% de sais de Acetato de Sódio e Cloreto 
de Sódio, sendo assim, pouco provável que outra substância possa estar contribuindo na 
difração. Assim, embora a difração sugira claramente tratar-se de lisozima a repetição 
deste experimento procurando-se crescer microcristais maiores é desejável. 
As melhores condições de formação de cristais de lisozima foram obtidas para 
concentrações de 10 M, contendo 10
13
 NP de Au, usando o método gota com tempo de 
incubação de 5s 
A formação de cristais de lisozima não depende criticamente da presença NP de 
Au. A própria superfície da GC pode atuar como centro de nucleação, como observado 
na figura 4.10. No entanto, nota-se que com a presença de NP de Au ocorre a formação 
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de um grande número de cristais conforme evidenciado nas figuras 4.9 e 4.11 e 
principalmente nas varreduras de toda a GC. 
Os parâmetros de rede calculados das figuras de difração dos cristais de lisozima são 
comparáveis às distâncias interplanares associadas aos índices de Miller da Lisozima 
ortorrômbica com parâmetros de célula unitária de 31Å, 52,5 Å e 89Å em todas as 


























6. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 Questões que permanecem em aberto: 
1. Considerando que não detectou-se  alargamento nos picos de difração, por 
que não foi possível observar difração para distâncias interplanares 
maiores do que 0,52nm? 
2. Qual é o papel das NP e do substrato no processo de cristalização? 
3. Quais são as condições ideais ( concentração e tempo de incubação) para 
formação dos nano e micro cristais? 
 
 Sugestões para trabalhos futuros: 
1. Para possibilitar o uso da MFA seria aconselhável a utilização de grades 
para MET com superfície regular em escala nanométrica. 
2. Controlar em detalhe as condições iniciais de pH, testando também 
concentrações iniciais menores. 
3.  Utilizar um suporte de amostra com possibilidade de variar a inclinação 
em relação ao feixe incidente. 
4. Utilizar as amostras onde existem evidências de micro e nanocristais, para 
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